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摘要 [目的 ]研制益生菌复合制剂。 [方法 ]分离、筛选纳豆芽孢杆菌 xw1、乳酸菌 xw2、酵母菌 xw3,进行动物灌胃试验与肠道菌群检测
试验。 [结果 ] 通过饲喂益生菌复合制剂,小鼠肠道厌氧菌菌群有不同程度地增多, 且一些致病肠杆菌受到抑制。综合分析,得到 1个
益生菌复合制剂的适宜配方 ( 108 cfu/m l):纳豆芽孢杆菌 xw1:乳酸菌 xw2:酵母菌 xw3为 2 1 1。[结论 ]益生菌复合制剂有促进动物生
长,维持肠道微生态平衡的功效。
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Developmen t of Complex Prob iotics
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Abstract [ Objective] To develop complex probiotics. [M ethod] Probiotic strains including bacillus natto xw1, laciobacillus xw2, microzym e xw3
were isolated. Anmi a l feed ing expermi ent and intestinal flora detecting expermi entwere carr ied ou.t [R esult] A fter feeding by complex probio-t
ics, the counts of anaerobic bacteria in intestine of rats significantly increased, and the counts of som e pathogenicE. coli significantly declined.
Througy comprehensive ana lysis, a appropr iate scheme of complex probiotics( 108 cfu / m l)w as abtained bacillus natto xw1 laciobacillus xw2
m icrozyme xw3 was 2 1 1. [ Conclusion] The grow th of rats and balance of bacter ia in rats intestinewere promoted by complex probiotics.
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1. 1. 1 试验菌种。纳豆芽孢杆菌 xw1,乳酸菌 xw2,酵母菌
xw3。
1. 1. 2 试验动物。 4周龄雄性昆明小白鼠 35只,每只体重
18~ 22 g,由厦门大学抗癌中心提供。









1. 1. 4 培养基。
1. 1. 4. 1 增菌培养基。A (纳豆芽孢杆菌 xw1增殖培养基:
牛肉膏、酵母膏和蛋白胨 ( 10 5 5) g、葡萄糖 5 g、N aC l 5 g,维
生素 B1 0. 05 g,蒸馏水 1 000 m,l pH值 7. 0。 B[乳酸菌 xw2
增殖培养基 (MRS培养基 ) ]:牛肉膏 10 g、蛋白胨 10 g、酵母
膏 5 g、柠檬酸三铵 2 g、葡萄糖 20 g、乙酸钠 5 g、K2HPO42 g,
M gSO4 7H 2O 0. 58 g, M nSO4 4H 2O 0. 25 g,吐温-80 1m,l蒸
馏水 1 000m ,l pH值 6. 2~ 6. 4。C[酵母菌 xw3增殖培养基
( YPD培养基 ) ]:酵母膏 5 g、蛋白胨 10 g、葡萄糖 20 g、蒸馏
水 1 000m,l自然 pH值。
以上配好的培养基 121 ,灭菌 15m in
[ 7]
。
1. 1. 4. 2 测定菌浓度的固体培养基。各菌体发酵用的最优
液体培养基,加 1. 8%琼脂配成固体培养基, 121 、15 m in
灭菌。待冷至 50~ 60 时,倒平板
[ 8]
,备用。
1. 1. 4. 3 用于拮抗性测定的固体培养基。酵母膏 5 g、蛋白
胨 10 g、NaC l 5 g、葡萄糖 20 g、琼脂 1. 8 g、pH值 7. 0。配好
后, 121 灭菌 15m in。
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1. 1. 4. 4 用于肠道菌群检测的培养基。EMB培养基 (选择
培养肠杆菌 ):蛋白胨 10 g、乳糖 10 g、K2HPO4 2 g、琼脂 15 g,
伊红-Y 0. 4 g,美蓝 0. 065 g, H2O 1 000m,l pH值 7. 1 0. 1;配
好后, 121 、15 m in灭菌。LBS培养基 (选择培养乳酸杆
菌 ):蛋白胨 10 g、酵母膏 5 g、葡萄糖 20 g、土温-80 1 m l、
KH2PO4 2 g、醋酸钠 5 g、柠檬酸三氨 2 g、牛肉膏 10 g、琼脂 18
g、MnSO4 4H2O 0. 05 g, M gSO4 7H2O 0. 2 g,蒸馏水 1 000
m,l pH值 6. 0~ 6. 5;配好后, 121 、20 m in灭菌。双歧杆菌
分离选择培养基 (选择培养双歧杆菌 ) 蛋白胨 13 g、酵母膏
5 g, KH2PO4 2. 5 g,琼脂 15 g、可溶性淀粉 2. 5 g、硫乙醇酸钠
0. 3 g、半胱氨酸盐 0. 3 g,蒸馏水 1 000m,l pH值 7. 3;配好后,
0. 1MPa灭菌 30m in。m肠球菌琼脂 (选择培养肠球菌 ):胰
蛋白胨 20 g、酵母膏 5 g、葡萄糖 2 g、K2HPO4 4 g,叠氮钠 0. 4
g,氯化三苯四唑 ( TTC) 0. 1 g,琼脂 13 g,水 1 000 m,l pH值
7. 0~ 7. 4;按上述量将各成分 ( TTC除外 )混合,加热溶解,调




培养基 (选择培养需氧芽孢杆菌 ):蛋白胨 10 g、牛肉膏 1 g、
N aC l 10 g、D-甘露醇 10 g,酚红 0. 025 g,卵黄液 ( 20% ) 100
m,l琼脂 13 g,多粘菌素 B 100 000 IU,蒸馏水 900m;l除酚红
指示剂、卵黄液及多粘菌素外,其余成分混合于 1 000 m l水
中,加热溶解;调至 pH值 7. 0~ 7. 2,加入 1%酚红水溶液 2. 5
m,l 121、20m in高压灭菌;待冷至 60 时,每 90 m l培养基,
加入 20%卵黄液 10 ml、硫酸多粘菌素 B 100 000 IU。
1. 2 方法
1. 2. 1 液体增菌培养。每种培养基各配 150 m,l取 10 m l装
于 100 m l锥形瓶中,用于第 1代菌体培养;取 100 m l装于
500m l锥形瓶中,用于第 2代菌体培养。第 1代种子发酵:
从活化的斜面上刮下菌体,接种于 10 m l液体发酵液中。第
2代种子发酵:从第 1代发酵液中取 2 ml到 100 ml液体发酵
液中。
各菌株培养条件。纳豆芽孢杆菌 xw1需氧, 37 ,振荡
培养 24 h。乳酸菌 xw2:厌氧,密封瓶口, 37 ,静置培养 24
h。酵母菌 xw3:需氧, 30 ,振荡培养 24 h。
















梯度稀释,取各稀释度菌液 0. 1 m l到凝固的平板、涂步
均匀,每个稀释度接种 3个平板。按以下条件进行培养:纳
豆芽孢杆菌 xw,需氧, 37 培养箱培养 24 h;乳酸菌 xw2:厌
氧 (用封口纸密封 ), 37 培养箱培养 24 h;酵母菌 xw3:需





菌浓度 = (活菌数 /OD ml) OD 600 ( 1)
1. 2. 3 动物试验
[ 9]
。
1. 2. 3. 1 动物试验方案。挑选生长状况相似的 25只小白
鼠,随机分成 5组,每组 5只。每组按不同的菌体配比方案
灌胃 1次 / d、0. 5 m l/只,连续 7 d。 组 (对照组 ):每天灌胃
0. 5m l无菌生理盐水。 组:每天灌胃 0. 5m l纳豆芽孢杆菌
xw1( 10
8
cfu /m l)。 组 每天灌胃 0. 5 ml纳豆芽孢杆菌 xw1
( 10
9
cfu /m l)。 组:每天灌胃 0. 5m l纳豆芽孢杆菌 xw1 乳
酸菌 xw2酵母菌 xw3= 1 1 1的混合菌液 ( 10
8
cfu /m l)。
组:每天灌胃 0. 5m l纳豆芽孢杆菌 xw1 乳酸菌 xw2 酵母菌







1. 2. 3. 2 动物试验检测指标。检测各组小鼠体重变化,采
食总量,计算饲料利用率。小白鼠增重 =灌胃后体重 -灌胃
前体重;消耗饲料量 =灌胃过程中每次添加饲料的总量 - 1





























,需氧, 37 培养箱培养 24 h; m肠球





















,需氧, 37 培养箱培养 48 h。
2 结果与分析
2. 1 液体培养及菌浓度测定 菌体培养液的 OD600值分别
为,酵母菌 5. 965,纳豆芽孢杆菌 1. 688,乳酸菌 0. 241。液体
培养物 OD600与浓度的关系:酵母菌为 1. 028 10
7
/OD m;l
纳豆芽孢杆菌为 2. 399 10
9
/OD m ;l乳酸菌为 1. 467 10
9
/
OD ml。新一代菌体培养物的 OD600值:酵母菌为 6. 720,纳豆
芽孢杆菌为 3. 320,乳酸菌为 1. 856。
2. 2 动物试验结果
2. 2. 1 日常观察结果。各组小白鼠生长情况正常,精神状
态好,极为活跃,无精神不振情况。可见, 3种试验菌没有对
小白鼠造成危害,不具有致病性。
2. 2. 2 各组小白鼠体重变化及饲料利用率。由表 1可看
出,与 1组 (对照组 )比较, 5组 (纳豆芽孢杆菌 xw1 乳酸菌
xw2酵母菌 xw3= 2 1 1)小白鼠各项指标增加最大,总增重
5. 38 g,饲料利用率为 5. 11%。







2. 2. 3. 1 肠杆菌检测。灌胃的试验组小鼠肠道杆菌中大肠
363939卷 6期 王 敏等 益生菌复合制剂的研制
表 1 小白鼠体重变化与饲料利用情况























1组 (对照 ) 134. 13 137. 63 3. 50 0. 00 94. 24 3. 71 0. 00
2组 G roup 2 134. 72 139. 46 4. 74 1. 24 111. 85 4. 24 0. 53
3组 G roup 3 135. 43 139. 14 3. 71 0. 21 103. 08 3. 60 - 0. 11
4组 G roup 4 133. 77 136. 00 2. 23 - 1. 27 109. 62 2. 03 - 1. 68












2. 2. 3. 2 肠球菌检测。挑取紫红色、圆形、表面光滑、直径















EM B plate detect ion results
1(大肠杆菌 )E. coli 发酵乳糖、产酸力强、菌落呈绿色并
带金属闪光
2(沙雷氏菌、克雷伯氏菌 )










Table 3 Detection results of intestinal flora cfu /g粪便
小鼠组别
G roup ofm ice
肠道杆菌生长情况





















G row th status of
bacillaceae
1组 Group 1 7. 05 107 1. 05 107 6. 45 107 3. 60 107 1. 08 1010 8. 55 107 6. 30 107
2组 Group 2 1. 59 107 3. 00 105 3. 30 106 4. 50 107 2. 40 1011 6. 17 107 1. 05 108
3组 Group 3 1. 20 107 1. 95 107 2. 25 106 3. 23 108 5. 25 109 1. 35 108 1. 20 1010
4组 Group 4 1. 05 107 1. 50 106 3. 00 105 2. 70 107 1. 35 1010 7. 50 108 6. 60 108














2. 2. 3. 3 乳酸杆菌检测。挑取乳白色、圆形、表面光滑、湿
润、略凸起、直径约 0. 2~ 1. 0 mm的菌落计数。试验组小鼠
肠道中的乳酸菌比对照组 ( 1. 08 10
10
)有不同程度地增加,





2. 2. 3. 4 双歧杆菌。挑取计数的菌落呈乳白色、表面光滑、
凸起、边缘整齐不透明、质地软、直径约 0. 7~ 4. 0 mm。试验
组小鼠肠道中的双歧杆菌,比对照组 ( 8. 55 10
7
)均有不同





2. 2. 3. 5 芽孢杆菌检测。挑取计数的菌落呈乳黄色、菌落
周围培养基由红色变黄、圆形、较平、边缘不光、直径约 0. 5~
















cfu /m l):纳豆芽孢杆菌 xw1:乳酸菌 xw2酵母菌 xw3为 2
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注:处理 1、2、3、4分别表示高锰酸钾 + 甲醛为 ( 0. 2 + 0. 8) 、
( 0. 4 + 0. 6) 、( 0. 6+ 0. 4) 、( 0. 8+ 0. 2)mg /L。
Note: Treatm ents1, 2, 3, 4 stand for KMnO 4 + HCHO are( 0. 2 +
0. 8) , ( 0. 4+ 0. 6) , ( 0. 6 + 0. 4) , ( 0. 8+ 0. 2 ) m g /L, re-
spectively.
图 1 高锰酸钾和甲醛对斑节对虾仔虾联合毒性试验
F ig. 1 The jo int toxicity ofKMnO4 andHCHO toPenaeusmon-
odon postlarvae
注:处理 1、2、3、4分别表示聚维酮磺 +高锰酸钾为 ( 0. 2+ 0. 8 )、
( 0. 4 + 0. 6) 、( 0. 6+ 0. 4) 、( 0. 8+ 0. 2)mg /L。
Note: T reatm en ts 1, 2, 3, 4 stand for PVP - 1+ KMnO 4 are( 0. 2 +
0. 8) , ( 0. 4 + 0. 6 ), ( 0. 6 + 0. 4 ), ( 0. 8+ 0. 2) m g /L, respec-
tively.
图 2 聚维酮碘和高锰酸钾对斑节对虾仔虾联合毒性试验
F ig. 2 The jo int tox icity of PVP-1 andKMnO4 toPenaeusmon-
odon postlarvae
聚维酮碘对凡纳滨对虾仔虾的 24、48的 LC50值分别为 7. 05、




该试验中,斑节对虾仔虾对甲醛的为 3. 56 mg /L,高于郭
永军报道的凡纳滨对虾仔虾对甲醛的 SC( 2. 62 mg /L)
[ 10]
,低
于红螯螯虾虾苗对甲醛的 SC( 108. 31 mg /L )
[ 11]
。该试验斑
节对虾仔虾对高锰酸钾的 SC为 0. 48mg /L、凡纳滨虾仔虾为
0. 28mg /L
[ 10]





对虾仔虾为 0. 25 mg /L
[13]
、秀丽白虾为 0. 13 mg /L
[ 14]
、罗氏




注:处理 1、2、3、4分别表示聚维酮磺 +甲醛为 ( 0. 2 + 0. 8 ) 、
( 0. 4+ 0. 6) 、( 0. 6+ 0. 4) 、( 0. 8+ 0. 2) mg /L。
Note: T reatm en ts 1, 2, 3, 4 s tand for PVP-1+ HCHO are ( 0. 2 +
0. 8) , ( 0. 4 + 0. 6 ), ( 0. 6 + 0. 4) , ( 0. 8 + 0. 2) m g/L, re-
spectively.
图 3 聚维酮碘和甲醛对斑节对虾仔虾的联合毒性试验
F ig. 3 The joint tox icity of PVP-1 andHCHO toPenaeusmon-
odon postlarvae
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